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Abstract (Basic) : DE = . 19.8,0-7 2-6 5, Al 

NOVELTY - An adenoviral (Ad) transfer vector (A) for gene transport 
of a DNA sequence is new and is produced from an Ad plasmid that no 
longer expresses a native Ad protein. 

DETAILED DESCRIPTION - An adenoviral (Ad) transfer vector (A) for 
gene transport of a DNA sequence is produced from an Ad plasmid that no 
longer expresses a native Ad protein and: 

(1) includes a first DNA sequence having the left inverted terminal 
repeat (ITR) and a packaging signal of wild-type Ad (serotype 5); 

(2) includes a second Ad sequence containing the right ITR; 

(3) includes cleavage sites for restriction enzymes that are not 
present in the marker and/or therapeutic gene's inserted between the Ad 
sequences, and 

(4) the ITRs are flanked by cleavage sites for Fsel so that 
excision of the Ad part of the transfer vector is possible. 

INDEPENDENT CLAIMS are also included for the following: 

(1) cDNA (I) encoding a B-domain truncated .factor VIII (II) 
containing amino acids 1-852 and 1524-2332 of human factor VIII; 

(2) (II) ; and 

(3) a composition containing (A) plus an agent (B) with anti-CD4 
activity. ' - - 

ACTIVITY - Antihemophilia . . 

MECHANISM OF ACTION - Protein replacement by gene therapy. 

USE - (A) are used in somatic gene therapy, specifically for 
expressing a biologically active, truncated form of factor VIII in the 
liver, for treatment of hemophilia. 

ADVANTAGE - (A) can accommodate up to 3 5 kD of inserted DNA, i.e. 
(truncated) cDNA for factor VIII as well as immunomodulators and/or 
DNA-stabilizing genes, and is ideal for expression of factor VIII in 
the liver. The new truncated factor VIII has the same activity as 
native protein but is expressed at higher levels and is more stable 
against proteolysis. A transient treatment of the patient with anti-CD4 
agent stabilizes expression of factor VIII at a high level for a long 
period. 
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Technology Focus : 

TECHNOLOGY FOCUS - BIOTECHNOLOGY - Preferred vector: Components (a) 
and (b) are, respectively, at least amino acids 1-358 and 35833-35935 
of the wild-type Ad5 genome. The vector may also include Clal and/or 
AscI sites to allow repeated insertion, one after the other, of same or 
different cDNA sequences at the same cleavage site. Especially the 
vector contains an expression cassette containing the sequence for 
complete or truncated factor VIII, optionally also immunomodulating 
and/or DNA- stabilizing genes. Also marker genes may be inserted, 
flanked by restriction sites that allow their subsequent removal . 

Preparation: Recombinant adenovirus is produced by simultaneous 
transfection of a suitable cell line, e.g. human embryonic kidney 293 
cells, with a helper virus or plasmid and (A) . To produce the truncated 
factor VIII sequence, the complete sequence is cloned into 
pBluescriptll KS, using the Sail sites, then the product digested with 
EcoNI to eliminate the sequence encoding amino acids 853-1523, and 
non- complementary ends joined via a linker (sequence reproduced) . The 
truncated DNA may then be cloned into pCIneo (using the Sail sites) for 
expression in e.g. Chinese hamster ovary cells. 

PHARMACEUTICALS - In the combined preparation, (B) effects receptor 
blockade or T-cell depletion. Most preferably it is a monoclonal, 
particularly humanized, antibody against CD4 . 
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Die folgertden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagon entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

© AdenoviralerTransfervektorfur den Gentransport einer DNA-Sequenz 

© Es wird eine verkurzte DNA-Sequenz beschrieben, die 
fur ein Polypeptid mit Faktor Vlll-Aktivitat kodiert, das aus 
den Aminosauren 1 bis 852 und 1524 bis 2332 des huma- 
nen Faktors VIII besteht. Es wird auSerdem ein adenovira- 
ler Transfervektor fur den Gentransport einer DNA-Se- 
quenz beschrieben, der aus einem adenoviralen Plasmid 
hergestellt ist, das keine naturlichen adenoviralen Protei- 
ne mehr exprimiert und 

a) eine erste DNA-Sequenz mit der linken terminafen in- 
vertierten Sequenzwiederholung (ITR) und einem Verpak- 
kungssignal des Wildtyps Adenovirus (Serotyp 5), 

b) eine zweite DNA-Sequenz mit der rechten terminalen 
invertierten Sequenzwiederholung (ITR) des Wildtyps 
Adenovirus (Serotyp 5) sowie 

c) Schnittstellen fur Restriktionsendonukleasen enthalt, 
die in den zwischen den adenoviralen DNA-Sequenzen 
einzubauenden Markergenen und/oder therapeutischen 
Genen nicht vorkommen und 

d) die ITRs von Schnittstellen der Restriktionsendonuklea- 
se Fsel eingeschlossen sind, wodurch ein Ausschneiden 
des adenoviralen Anteiles des Transfervektors moglich 
ist. 
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Beschreibung 



Gegenstand derErfindung ist eine B-Domanen-verkiirzte 
Faktor VIU-cDNA, die fur ein biologisch aktives, rekombi- 
nantes, humanes Faktor Vm-Derivat kodiert, cin fiir den 
Gentransport geeigneter Transfervektor sowie ein den 
Transfervektor enthaltendes Kombinationspraparat, das zur 
Behandlung der klassischen Hamophilie A eingesetzt wer- 
den kann. 

Es ist bekannt, daB die Hamophilie A dutch einen cliro- 
mosomalen Defekt hervorgerufen wird, der einen Mangel 
des zur Blutkoagulation benotigten Faktor VEH zur Folge 
hat. Der genetische Defekt ist im X-Chromosom lokalisiert 
und wird durch das weibliche Erbgut ubertragen, wobei die 
Ubertragerinnen selbst nicht hamophil sind. Eine erfolgver- 
sprechende Behandlung der Hamophilie A ist erst moglich 
geworden, als Plasmakonzentrate des Faktor VHI zur Verfu- 
gung gestellt werden konnten. Bei Faktorenkonzentraten 
aus humanein Spender-Poolplasma besteht im Prinzip die 
Moglichkeit, daB bisher nicht bekannte oder nicht sicher 
identifizierbare infektiose Agenzien mitiibertragen werden, 
obwohl zwischenzeitlich eingefuhrte Inaktivierungsverfah- 
ren sowie die einzelnen Reinigungsschritte selbst solche 
Agenzien inaktivieren bzw. entfernen. Die Verwendung von 
in eukaryotischen Zellen hergestellten rekombinanten hu- 
manen Gerinnungsfaktoren reduziert eine etwaiges Risiko 
ganz erheblich. Nachteilig ist jedoch, daB die Expression 
des Wildtyp Faktor Vin bisher nur in vergleichsweise gerin- 
gen Mengen gelingt. Das wird zum Einen damit erklart, daB 



nosauren 868 bis 1562 oder die Aminosauren 771 bis 1666 
fehlten (Protein Engineering (1988), 2 (4), 301 bis 306, Eu- 
ropaische Paten tanmeldung 0 303 540) Bei der Expression 
dieser verkurzten Faktor Vm-Derivate in Saugetierzellinien 
wurde in der Regel eine zehnmal hohere Faktor VHI Expres- 
sion beobachtet verglichen mit der Herstellung des Wildtyp 
Faktor Vm. 

Bei der Expression von verkurzten Faktor VEI-Derivaten 
hat sich immer wieder gezeigt, daB die hochglykosylierte B- 
Domiine des Faktor VIH-Molekuls zwischen den Amino- 
sauren Arg-739 und Glu-1649 fur die prokoagulatorische- 
und Cofaktor-Aktivitat nicht crfordcrlich ist. Dicsc Erkennt- 
nis hat Veranlassung gegeben, nach weiteren verkurzten 
Faktor VIU-Derivaten zu suchen, die sich in hohen Ausbeu- 
ten exprimieren lassen, die voile biologische Wirkung des 
Faktor Vm zeigen und sich dariiber hinaus in geeignete 
Vektoren einbauen lassen, die eine somatische Gentherapie 
der Hamophilie A ermoglichen. Die somatische Genthera- 
pie erscheint derzeit als die cinzige Behandlungsrneihodc 
20 der Hamophilie A, mit der auf die standige Gabe von exogen 
zugefuhrtem Faktor VIII, der im Organismus des Empfan- 
gers nur wahrend einer kurzen Halbwertszeit wirksam 
bleibt, verzichtet werden kann. Dagegen wurde es die soma- 
tische Gentherapie ermoglichen, daB durch die einmalige 
25 Applikation oder durch wiederholte Applikationen in groBe- 
ren Zeitabstanden (mehrcrc Wochcn bis Jahrc) daucrhaft 
eine ausreichende Bildung von Faktor VIII gesichert wird. 

Verschiedene Gentransfersysteme sind in den letzten Jah- 
ren entwickelt worden, mit denen sich viele Hoffhungen auf 



to 



15 



35 



40 



das Faktor Vm Molekul ein ungewohnlich groBes Polypep- 30 ihre Anwendung zum Zwecke der somatischen Gentherapie 
, ' J ~"' ,,,M * " - j • j- ■ » - i i — • verbinden. Eines der vielversprechendsten Systeme sind die 

sog. replikationsdefekten, adenoviralen Vektoren, die nicht 
nur ex vivo, sondem auch in vivo im intaktcn Gesamtorga- 
nismus eine sehr hohe Gentransfereffizienz gewahrleisten, 
wie sie mit keinem andercn derzeit vcrfugbaren System cr- 
reicht werden kann. Ein solches Vektorsystem ist in der Eu- 
ropaischen Patentanmeldung 0 808 905 bereits beschrieben. 

In dieses spezielle Vektorsystem kann allerdings weder 
die Wildtyp Faktor VQI-cDNA noch eine verkiirzte Faktor 
VTII-cDNA, die fiir cin biologisch aktives Faktor VHI-Dcri- 
vat kodiert, eingebaut werden, da sie zu groB sind, 

Aus derinternationale Patentanmeldung WO 96/33280 ist 
jedoch schon ein adenovirales Ilelfervirussystem bekannt, 
das bis zu 36 kB einer heterologen DNA in einen nicht mehr 
replikationsfahigen adenoviralen Vektor aufnehmen kann. 
Dieses System besteht aus einem adenoviralen Vektorkon- 
strukt, einein oder mchreren Helferviren und einer Helfcr- 
zellinie. Das Vektorkonstrukt kann vervielfaltigt und ein V5- 
rionpartikcl in der Hclferzcllinic vcrpackt werden, wenn cs 
zusammen mit einem Helfervirus verabreicht wird, das ein 
defektes Verpackungssignal enthalt. Es stellte sich deshalb 
die Aufgabe, ein derartiges adenovirales Transfersystem so 
zu modifizieren und zu verbessern, daB es in der somati- 
schen Gentherapie zum Transfer der crfindungsgcmaBcn B- 
Domanen verkurzten Faktor VUI cDNA oder fur andere the- 
rapeutisch einsetzbare Gene verwendet werden kann. 

Gegenstand der Erfindung ist deshalb auch ein adenovira- 
ler Transfervektor fiir den Gentransport einer DNA-Se- 
quenz, der aus einem adenoviralen Plasmid hcrgcstcllt ist, 
das keine natlirlichen adenoviralen Proteine mehr exprimiert 
und 



tid mit 2332 Aminosauren ist, und in den bisher dafur einge- 
setzten Expressionssystemen die mRNA-Konzentrationen 
relativ niedrig sind. Des weiteren verlauft der Transport des 
primaren Translationsproduktes vom endoplasmatischen 
Reticulum zum Golgi-Apparat offcnsichtlich nicht sehr efTi- 
zient, was sich aufgrund der niedrigen Sekretionsraten in ge- 
ringen Ausbeuten im Zellkulturiiberstand niederschlagt. 

Es hat deshalb bereits Untersuchungen mit dem Ziel ge- 
geben, die cDNA des Faktor VIE zu verkiirzen. In den Inter- 
national Patcntanmeldungcn WO 86/06101, WO 
87/07144 und WO 91/09122 wird bereits uber die rekombi- 
nante Herstellung von verkurzten Faktor VIII-Derivaten be- 
richtet, die die gleiche biologische Wirkung wie das Wildtyp 
Faktor VUI-Protein aufweisen, in animalen Zellkulturen 
aber in erheblich hoheren Mengen exprimiert werden. 

So haben beispielsweise J.J. Toole et al. uber die Herstel- 
lung und Expression von Faktor VHI-Dcrivaten berichtct, 
denen die Aminosauren 982 bis 1562 oder die Aminosauren 
760 bis 1639 fehlen (Proc, Natl. Acad. Sci. USA (1986) 83, 
5939-5942). D.L. Eaton et al. berichteten uber die Herstel- 
lung und Expression eines Faktor VIII-Derivats, dem die 
Aminosauren 797 bis 1562 fehlen (Biochemistry (1986) 25, 
8343 bis 8347). RJ. Kaufman beschrieb die Expression ei- 
nes Faktor VHI-Derivats, dem die Aminosauren 741 bis 
1646 fehlen (Internationale Patentanmeldung WO 
87/04187). N. Sarver et al. berichteten uber die Herstellung 
und Expression eines Faktor VIII-Derivats, dem die Amino- 
sauren 747 bis 1560 fehlen (DNA (1987) 6, 553 bis 564). M. 
Pasck berichtete uber die Herstellung und Expression von 
Faktor VHI-Derivaten, denen die Aminosauren 745 bis 
1562 oder die Aminosauren 741 bis 1648 fehlen (Internatio- 
nale Patentanmeldung WO 88100831 ). K.-D. Langner be- 
richtete uber die Herstellung und Expression von Faktor 
VIU-Derivaten, denen die Aminosauren 816 bis 1598 oder 
die Aminosauren 741 bis 1689 fehlen (Behring Inst. Mitt., 65 
(1988) No. 82, 16 bis 25, Europaische Patentanmeldung 0 
295 597). P. Meulien et al. berichteten uber die Herstellung 
und Expression von Faktor VHI-Derivaten, denen die Ami- 



50 



GO 



a) eine erste DNA-Sequenz mit der linken terminalen 
invertierten Sequenzwiederholung (ITR) und einem 
Verpackungssignal des Wilddtyp Adenovirus (Serotyp 
5) und 

b) eine zweite DNA-Sequenz mit der rechten termina- 
len invertierten Sequenzwiederholung (ITR) des Wild- 
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typ Adenovirus (Serotyp 5) sowie 

c) Schnittstellen fur Restriktionsendonukleasen ent- 
halt, die in den zwischen den adenoviralen DNA-Se- 
quenzen einzubauenden Markergenen und/oder thera- 
peutischen Genen nicht vorkommen, wobei 5 

d) die YTRs von Schnittstellen der Restriktionsendonu- 
klease Fsel eingeschlossen sind, wodurch ein Aus- 
schneiden des adenoviralen Anteils des Transfervek- 
tors mbglich ist. 

10 

Das in Fig. 1 dargestellt Plasrnid pAd5min ist ein Beispiel 
fur einen derartigen adenoviralen Transfervektor. Darge- 
stellt sind die Sequenzen des Plasmids pUCl9, an die uber 
die Schnittstelle Fsel zunachst die linke terminale invertierte 
Sequenzwiederholung und ein Verpackungssignal (TTR und 15 
Verpackungssignal= Ads-LE) mit den Basenpaaren 1 bis 
mindestens 358 des Wildtyp Adenovirus (Serotyp 5) ange- 
fugt ist. Dann folgen die Schnittstellen Pad, AscI und Glal, 
die mit der DNA-Sequenz der rechten terminalen invertier- 
ten Sequenzwiederholung (TTR = Ad5-RE) bestehend aus 20 
den Basenpaaren 35.705 bis 35.935 verbunden ist. An- 
schlieBend ist emeut eine Fsel- Schnittstelle eingefugt. Die- 
ses Plasmid-Konstrukt erlaubt das Ausschneiden des Ads- 
Anteil mittels des Enzyms Fsel. Die entslandene lineare 
DNA enthalt die gleichen Enden wie der lineare Adenovi- 25 
rus-Wildtyp, verlangert auf jeder Seite um eine Base Cyto- 
sin. 

Dieser Vektor wurde so konstxuiert, daB der Einbau von 
Markergenen zum Beispiel fur das Green Fluorescent Pro- 
tein (GFP) oder von therapeutischen Genen wie denen fur 30 
Faktor VIII oder Faktor IX oder zum Beispiel immunmodu- 
lierenden Adenovirus-Genen der E3-Region leicht moglicht 
ist. Die Restriktionsendeonukleasen Pad, AscI und Fsel be- 
sitzen individuelle Schnittstellen, die jeweils 8 bp lang sind 
und daher nur sehr selten schneiden. Die Schnittwahrschein- 35 
lichkeit betragt 1 : 4 8 , d. h. sie schneiden durchschnittlich 
nur alle 65.000 bp einmal. Damit erlauben die Pad- und 
AscI- Schnittstellen das Einfligen un terse hiedlichster Gene, 
da diese nicht von den Restriktionsendeonukleasen ge- 
schnitten werden. Clal schncidet zwar haufiger, zcichnct 40 
sich aber dadurch aus, daB es im Adenovirus nur einmal 
schneidet. Pad hat den Vorteil, daB es zur Klonierung des 
Markergens GFP gut geeignet ist, wahrend AscI und Clal 
das wiederholte Aneinanderreihen verschiedener Gene uber 
die gleichen Schnittstellen ermoglichen. Die Ascl-Schnitt- 45 
stelle erlaubt die Klonierung eines DNA-Fragments an diese 
Schnittstelle, wenn das DNA-Fragment in der 5 '-Position 
eine Mlul und in der 3'-Position eine Ascl-Schnittstelle be- 
sitzt, wobei wiedcrum eine Ascl-Schnittstelle entstcht. Ahn- 
lich kann an die Clal- Schnittstelle kloniert werden. Das sel- 50 
tene Vorkommen von Fsel- Schnittstellen in der DNA er- 
mogkcht das Ausschneiden des Adenovirus-Anteils zusam- 
men mit den eingefugten Genen aus dem Gesamtplasmid. 

In einen derartigen adenoviralen Transfervektor konnen 
zwischen die beiden adenoviralen Enden Expressionskas- 55 
setten mit bis zu etwa 35 kb DNA insertiert werden. Damit 
kann die komplette oder auch eine erfindungsgemaB ver- 
kiirzte cDNA-Sequenz des Faktor VUI und ggf. weitere Ex- 
pressionskassetten mit immunmodulierendcn und/oder 
DNA-stabilisierenden Genen in das Viruskonstrukt einge- 60 
baut werden. 

In Fig. 2 ist ein Beispiel fur einen erfindungsgemaBen 
Transfervektor gezeigt, in dem an die Pad- Schnittstelle eine 
Expressionskassette eingefugt ist, die aus dem Cytomegalo- 
virus (GMV)-Promotor dem GFP und der Bovine Growth 65 
Hormone (BGH)-polyA-DNA besteht. Aus diesem als 
pGAd5min bezeichneten Plasmidkonstrukt kann aufgrund 
des seltenen Vorkommens der Pad- Schnittstelle das GFP- 



Gen zu spateren Zeitpunkten, auch noch nach der Klonie- 
rung anderer Gene herausgeschnitten werden. 

Fur die Herstellung von rekombinanten Viren ist eine 
gleichzeitige Transfektion mittels einer (HEK-293)-Zellinie 
und mit einem derartigen adenoviralen Transfervektor (zum 
Beispiel dem pGAd5min) und einem Helfervirus oder ei- 
nem Helferplasmid notwendig. Der Transfervektor 
pAd5min und seine Derivate exprimieren keine adenovira- 
len Proteine, sofern diese nicht nachtraglich insertiert sind. 
Deshalb miissen die fur die Synthese von Adenoviren not- 
wendigen Proteine in trans zur Verfugung gestellt werden. 
Dafur wird vorzugsweise das Wildtyp- Virus verwendct. 
Nach Produktion der Viren in Zellkultur miissen sie aufge- 
reinigt und uber einen Casiumchlorid-Gradienten getrennt 
werden. 

Besonders geeignet ist der vorstehend genannte leere 
Transfervektor fur den Einbau der erfindungsgemaBen 
cDNA, die fur ein Polypeptid mit den Aminosauren 1 bis 
852 und 1.524 bis 2.332 des humanen Faktor Vm kodicrt. 

Die zur Herstellung dieses Faktor VHI-Peptids erforderli- 
che cDNA-Sequenz wurde aus der cDNA des komplcttcn 
Faktor Vm (ATCC 39812 - pSP64-VHI) durch Klonierung 
in pBluescript 11 KS-Phagemid (Stratagene) unter Verwen- 
dung des Restriktionsenzyms Sal I gewonnen. Das dabei 
entstehende pKS-FVIII wurde mit dem Restriktionsenzym 
Eco NT (New England Biolabs) gcspalten und dabei der fur 
die Aminosauren 853 bis 1.523 kodierende DNA-Abschnitt 
entfemt. AnschlieBend wurden die nicht komplementaren 
DNA-Enden mit der im Beispiel 1 beschriebenen Oiigonu- 
kleotid-Linker Sequenz verkniipft. Der korrekte Einbau des 
Linker- Fragments wurde iiber Sequenzierung verifiziert. 
Die so hergestellte cDNA fur den verkiirzten Faktor VUI 
wurde anschlieBend in den Expressionsplasmidcn 
pClneo(Promega) unter Verwendung von Sail Restriktions- 
stellen eingefugt. Die Expression erfolgtc in Chinese Ham- 
ster Ovary (CHO), Monkey Kidney (COS) und Human Em- 
bryonal Kidney (HEK-293)-2ellinien. 

Zum Vergleich wurden auch die cDNA des Wildtyp Fak- 
tor VHI-Gens in den gleichen Expressionssystemen einge- 
setzt. 

Fiir das erfindungsgemaB verkurzte Faktor VIH- Polypep- 
tid konnte nachgewiesen werden, daB es die gleiche biologi- 
sche Aktivitat aufweist wie der Wildtyp Faktor Vm. Dabei 
wurden unterschiedlich hohe Expressionsraten in den ver- 
se hiedenen Expressionsmedien beobachtet, die allerdings in 
den meisten Fallen erheblich hoher lagen als die Expressi- 
onsrate des Wildtyp Faktor VUI. AuBerdem konnte gezeigt 
werden, daB das verkurzte Faktor VTII-Polypeptid eine er- 
hohtc Stabilitat aufweist und sich im Exprcssionsmcdium 
anreichern laBt, was auf eine erheblich geringere Empfind- 
lichkeit des verkiirzten Faktor VIII gegeniiber proteolyti- 
schem Abbau hinweist. Dies ist ein deutlicher Unterschied 
zu dem Wildtyp Faktor VUI, bei dem im Expressionsme- 
dium durch protcolytischcn Abbau crhcblichc Vcrlustc be- 
obachtet werden. Die Entfernung der B-Domane des Faktor 
VHI-Molekiils, deren biologische Funktion bisher nicht ge- 
klart werden konnte, erhoht also nicht nur die Ausbeute, 
sondem scheint auch die Stabilitat des verkiirzten Faktor 
VTEI-Dcrivats gegenuber Protcascn zu crhohen. 

Die vorstehend genannten Eigenschaften des verkiirzten 
Faktor VIH-Polypeptids sind empfehlenswerte Vorausset- 
zungen fiir den Einbau der kodierenden cDNA in einen er- 
findungsgemaBen Transfervektor, der zu somatischen Gen- 
therapie eingesetzt werden kann. Dabei ist anzustreben, die 
cDNA fiir den modifizierten Faktor VIII in die Leber, den 
physiologischen Syntheseort des Faktor VUI, einzubringen. 
Aus der Veroffentlichung in J. Biol. Ghem. 265, Seite 7318 
fT (1990) ist die Expression eines funktionsfahigen Faktor 
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VUI in Fibrobla- sten der menschlichen Haut schon bekannt, 
wobei der Gentransfer mit einern retroviralen Vektorsystem 
durchgefiihrt wurde. Zur Einbringung des Faktor VHI-Gens 
in die Leber ist dieses Vektorsystem jedoch nicht geeignet. 
Dagegen ist der oben erwahnte adenovirale Vektor fur den 5 
Gentransfer in die Leber ideal. Durch die Verwendung eines 
auf diese Weise modulierten Adenovirus und die Verwen- 
dung dieses Vektors zum Gentransfer unter gleichzeitiger 
transienter Anti-CD4-Behandlung des Empfangerorganis- 
mus konnte die Expression der Faktor VHI-CDNA auf ei- to 
nem hohen Niveau uber einen langen Zeitraum stabilisiert 
werden. Die Anti-CD4-Behandlung wird vorzugsweise mit 
geeigneten monoklonalen Antikorpern gegen CD4-Anti- 
gene durchgefiihrt, die sich zeitlich mit der Applikation des 
adenoviralen Vektors fur den Gentransfer uberlappt. Das 15 
wesentliche Element dieses Transfersystems ist die Kombi- 
nation des E3-positiven Vektors mit der Anti-CD4-Strategie 
zur Verbesserung des hepatischen Gentransfers. 

Geeignete monoklonale Anti-CD4-Anuk6rpcr sind sol- 
che, die die Signaltransduktion vom CD4-Rezeptor blockie- 20 
ren oder den Zielorganismus von CD4-positiven Lymphozy- 
ten depletieren. Besonders bevorzugt sind jeweils entspre- 
chende humanisierte monoklonale Antikorper. Dieses ade- 
novirale Vektorsystem errnoglicht es, die erfindungsgemaBe 
cDNA in die Leber als Zielorgan zu transferieren und in 25 
Kombination mit transienter Anti-CD4-Behandlung einc er- 
heblich verbesserte Toleranz zu gewahrleisten. 

Die Erfindung wird durch die folgenden Ausfuhrungsbei- 
spiele naher erlautert. 

30 

Bei spiel 1 

Herstellung einer verkurzten cDNA fur den Faktor VUI 

Die aus dem Stamm ATCC 3981 2 - pSP64 - Vffl gcwon- 35 
nene cDNA fur den Faktor VUI wurde in pBluescript II KS- 
Phagemid (Stratagene) unter Verwendung der Sail Restrikti- 
onsstellen kloniert. Das dabei entstehende Plasniid PKS- 
FVm wurde mit Eco NI (New England Biolabs) geschnitten 
und die nicht komplemcntarcn Enden durch Einfugung von 40 
elf Basenpaare umfassenden Oligonukleotid-Bindestucken 
miteinander verbunden. Hierfur wurden folgende Oligonu- 
kleotide verwendet: 

SEQ ID No. 1: 5'G TCA GGC CTC C 3' 45 
SEQ ID No. 2: 5, AG GAG GCC TGA 3'. 

Der korrekte Einbau der Verbindungsstiicke wurde durch 
eine automatische Fluorcszenz-Sequcnzanalyse nachgcwie- 
sen (Applied Biosystem 373 A). Die entstandene verkurzte 50 
cDNA (5,2 kb) kodiert fur ein verkiirztes Faktor VIH-Pro- 
tein, in dem die Aminosaure 852 mit der Aminosaure 1524 
verbunden ist. 

Beispiel 2 55 
Expressionssysteme 

Die Wildtyp und die verkurzte Faktor VIQ-cDNA wurden 
in das Expressionsplasmid pCI-neo (Promega) unter Ver- 60 
wendung der Sall-Restriktionsstellen kloniert. Fiir die Ex- 
pression wurden CHO-, COS- und HEK-293-Zellinien ver- 
wendet. Das Zellmedium bestand aus 10% fetalem Kalber- 
serum (BioWhitaker), 1% Penicillin-Streptomycinlosung 
(BioWhitaker) und Hams F12 (Gibco) fur CHO-Zellen oder 65 
Dulbeccos Modified Eagle Medium (Gibco) fiir HEK-293- 
und COS-Zellinien. 

Die Transfektion wurde auf sechs Mikrotiterplatten 



265 A 1 

6 

(Nunc) bei einer Zelldichte von etwa 70% durchgefiihrt. In 
jeder Vertiefung der Mikrotiterplatte wurden 15 pi Lipofec- 
tamin-Reagenz (Gibco), 1,5 ug endotoxinfreie Plasmid 
DNA (gereinigt mil dem Quiagen Plasmid Kit, Endo free 
maxi) und 1 ml serum-reduzicrtes Medium (OptiMEM, 
Gibco) gemischt. Nach einer Inkubation von 30Minuten 
wurde die Transfektionsmischung zu den Zellen gcgcbcn 
und dann bis zu 24 Stunden inkubiert. Die Transfektion 
wurde dann beendet, indem die Mischung gesammelt und 
die Zellen sofort mit Normalmedium inkubiert wurden. 

Beispiel 3 

AntigenbesUmmung des Faktor VIII 

Die Antigenbestimrnung wurde mit einem hochempfind- 
lichen Faktor VTII-ELISA durchgefiihrt. Bei diesem Sand- 
wich-ELISA wurden die Platten mit einem monoklonalen 
anti-human-Faktor VDI-Antikorpcr (ESH5, American Dia- 
gnostica) beschichtet. Der gebundene Faktor VEI wurde mit 
einem polyklonalen Schaf-antihuman-Faktor VIU-Antikor- 
per (Cedarlane) und einem polyklonalen, Peroxidasegekop- 
pelten, anti-Schaf IgG -Antikorper vom Esel (Jackson Imm- 
unoResearch Laboratories) nachgewiesen, Gesammeltes 
Plasma von normalen Individuen wurde als Standard be- 
nutzt. 

Die Faktor VTH-Aktivitat wurde durch einen chromoge- 
nen Assay (DADE® Faktor Vlll-Chromogen, Baxter) ge- 
messen und sowohl ein einstufiger Assay basierend auf na- 
tiirlichem, Faktor VHT-freien Plasma als auch ein einstufiger 
Assay, basierend auf einem durch Immun adsorption Faktor 
Vm-freien Plasma (Immuno) eingesetzt. 

Beispiel 4 

Konstruktion eines komplett deletierten adenoviralen Trans- 
fervektors 

231 bp des 3'-Endes, bezogen auf den I-Strang des Wild- 
typ- Adenovirus (Scrotyp 5) wurden durch PCR vcrviclfal- 
tigt, wobei die Primer Primer Ads- RE- A und Ads-RE-B mit 
folgenden Basensequenzen eingesetzt wurden: 
Basensequenz des Primers Ads-RE-A (=SEQ ID No. 3): 

5TTG GCG CGC CAT CGA TGC CCA GAA ACG AAA 
GCC AAA AAA CCC 3' 

Basensequenz des Primers Ad5-RE-B (=SEQ ID No. 4): 

5' CCC AAG CTT GGC CGG CCA TCA TCA ATA ATA 
TAC CTT ATT TTG G 3.* 

Dadurch wurde an das PGR-Produkt in der 5'-Position 
cine AscI- und cine Clal-Rcstriktionscndonuklcascn- 
Schnittstelle und in der 3'-Position eine Fsel- und eine Hind 
HII-SchnitLstelle angehangt. Uber die AscI- und die Hind 
m-Schnittstellen konnte das PCR-Produkl in das Plasmid 
pNEBl93 (New England Biolabs) kloniert werden. Das ent- 
standene Plasmid wurde pUCRE genannt. 

Analog wurden 436 bp des Adenovirus 5-Endes mil den 
Primern Ad5-LE-A2 und Ads-LE-B2~amplifiziert. 

Basensequenz des Primers Ad5-LE-A2 (=SEQ ID No. 5): 

5' GGG ACG TCG GCC GGC CAT CAT CAA TAA TAT 
ACC TTA TTT TGG 3' 

Basensequenz des Primers Ad5-LE-B2 (=SEQ ED No. 6): 
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5* TTG ACG TCG GCG CGC CTT AAT TAA CGC CAA 
CTT TGA CCC GGA AGG C 3', 

Mitiels der angehangten Schnittstellen ftir die Enzyme 
Aatll und Fsel am 5-Ende, sowie Pad und AscI am 3-Ende 5 
konnte dieses PCR-Produkt in pUCRE iiber Aatll und AscI 
kloniert werden. 

Dabei entstand das in Fig, 1 dargestellte Plasmid. Dieses 
Plasmid- Konstrukt erlaubt das Ausschneiden des Ads-An- 
teils mittels des Enzyms Fsel. Die entstandene Uneare DNA 10 
enthalt die gleichen Enden wie der lineare Adenovirus- 
Wildtyp, verlangert auf jeder Seite um eine Base Cytosin. 

Bei spiel 5 

15 

Einbau einer Expressionskassette in das Plasmid pAdSmin 

Die DNA fur das Green Fluorescent Protein (GFP) wurde 
aus pEGFP-Nl (Clontech) iiber BamHI- und Xbal-Schnitt- 
stellen in pABS.4 (Microbix) kloniert. Der Promotor und 20 
das polyA-Signal wurden aus pRc/CMV (Invitrogen) iiber 
die Schnittstellen Apol/EcoRI und Kpnl bzw. Xbal und 
Xhol/Sall in das obige Konstrukt kloniert. Das Plasmid 
wurde pAGFP/CB genannt. GFP samt Expressionskassette 
und Kanamycin-Resistenz konnten aus diesem Plasmid mit- 25 
tels der Pacl-Schnittstellen isoliert und in pAd5min kloniert 
werden. AnschlieBend konnte die Resistenz iiber Swal- 
Schnittstellen aus dem Plasmid entfemt werden. Dieses 
Plasmidkonstrukt wurde pGAd5min genannt. Aufgrund des 
seltenen Vorkommens der Pacl-Schnittstelle kann das GFP- 30 
Gen zu spateren Zeitpunkten und nach Klonierung anderer 
Gene immer aus dem Plasmid herausgeschnitten werden. 

Patentanspriiche 

35 

1. B-Domanen-verkiirzte Faktor VHI-cDNA, da- 
durch gekennzeichnet, daB sie aus den Aminos auren 
1 bis 852 und 1524 bis 2332 des humanen Faktor VEI 
besteht. 

2. Polypeptid mit Faktor VTII-Akti vital, dadurch ge- 40 
kennzeichnet, daB es aus den Aminosauren 1 bis 852 
und 1524 bis 2332 des humanen Faktor VIII besteht. 

3. Adenoviraler Transfervektor fur den Gentransport 
einer DNA-Sequenz, dadurch gekennzeichnet, daB er 
aus einem adenoviralen Plasmid hergestellt ist, das 45 
keine naturlichen adenoviralen Proteine mehr expri- 
mierl und 

a) eine erste DNA-Sequenz mit der linken termi- 
nalen inverticrten Sequcnzwicdcrholung (ITR) 
und einem Verpackungssignal des Wildtyp Ade- 50 
novirus (Serotyp 5), 

b) eine zweite DNA-Sequenz mit der rechten ter- 
minalen invertierten Sequenzwiederholung (U K) 
des Wildtyp Adenovirus (Serotyp 5) sowic 

c) Schnittstellen fiir Restriktionsendonukleasen 55 
enthalt, die in den zwischen den adenoviralen 
DNA-Sequenzen einzubauenden Markergenen 
und/oder therapeutischen Genen nicht vorkom- 
men und 

d) die ITRs von Schnittstellen der Restriktionsen- 60 
donuklease Fsel eingeschlossen sind, wodurch ein 
Ausschneiden des adenoviralen Anteiles des 
Transfervektors moglich ist. 

4. Transfervektor nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die erste DNA-Sequenz die Basenpaare 1 65 
bis mindestens 358 und die zweite DNA wenigstens 
die Basenpaare 35 833 bis 35 935 des Wildtyp Adeno- 
virus (Serotyp 5) umfaBt. 
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5. Transfervektor nach den Anspriichen 3 und 4, da- 
durch gekennzeichnet, daB er jeweils eine SchnitLstelle 
fiir die Restriktionsendonukleasen Clal und/oder AscI 
enthalt, wodurch das wiederholte Aneinanderreihen 
glcichcr odcr vcrschiedencr cDNA-Sequenzen ah der 
gleichen Schnittstelle moglich ist. 

6. Transfervektor nach den Anspriichen 3 bis 5, da- 
durch gekennzeichnet, daB er eine Expressionskassette 
mit der komplelten oder einer verkurzten cDNA-Se- 
quenz des Faktor VHI gemaB Anspruch 1 und gegebe- 
nen falls weitere Express ion skassetten mit immunmo- 
dulierendcn und/oder DNA-stabilisicrcnden Gcncn 
enthalt. 

7. Transfervektor nach den Anspriichen 3 bis 6, da- 
durch gekennzeichnet, daB er zusatzlich ein oder meh- 
rere Markergene enthalt, die zur Entfernung aus dem 
Vektor von geeigneten Schnittstellen umgeben sind. 

8. Transfervektor nach den Anspriichen 3 bis 7, da- 
durch gekennzeichnet, daB er mil Hilfc cincs adenovi- 
ralen Helfervirus oder Helferplasmids und einer Hel- 
ferzcllinie konstruiert worden ist. 

9. Kombinationspraparat, dadurch gekennzeichnet, 
daB es einen adenoviralen Vektor nach den Anspriichen 
3 bis 8 und ein Miltel zur Anti-CD4-Behandlung ent- 
halt. 

10. Kombinationspraparat nach Anspruch 9, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Mittel zur Anti-CD4-Behand- 
lung eine Rezeptorblockade oder eine T-Zellen-Deple- 
tion bewirkt. 

11. Verwendung eines Transfervektors nach den An- 
spriichen 3 bis 8 zur Herstellung eines fur die somati- 
sche Gentherapie einsetzbaren Arznei mittels. 
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© AdenoviralerTransfervektor fur den Gentransport einer DNA-Sequenz 

(57) AdenoviralerTransfervektor fur den Gentransport einer 
DNA-Sequenz, dadurch gekennzeichnet, dass er aus ei- 
nem adenoviralen Plasmid hergestellt ist, das keine natur- 
lichen adenoviralen Proteine mehr exprimiert und 

a) eine erste DNA-Sequenz mit der linken terminalen in- 
vertierten Sequenzwiederholung (ITR) und einem Verpak- 
kungssignal des Wildtyp Adenovirus (Serotyp 5), 

b) eine zweite DNA-Sequenz mit der rechten terminalen 
invertierten Sequenzwiederholung (ITR) des Wildtyp Ade- 
novirus (Serotyp 5) sowie 

c) Schnittstellen fur Restriktionsendonukleasen enthalt, 
die in den zwischen den adenoviralen DNA-Sequenzen 
einzubauenden Markergenen und/oder therapeutischen 
Genen nicht vorkommen und 

d) die ITRs von Schnittstellen der Restriktionsendonu- 
klease Fsel eingeschlossen sind, wodurch ein Ausschnei- 
den des adenoviralen Anteiles des Transfervektors mog- 
lich ist. 
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Beschreibung 

Gegenstand der Erfindung ist ein fur den Gentransport geeigneter Transfervektor und seine Verwendung zur Herstel- 
lung eines fur die somatische Gentherapie einsetzbaren Arzneimittels. 
5 Es ist bekannt, dafi viele Erkrankungen, wie zum BeispieL die Hamophilie A, durch einen chromosomalen Defekt her- 
vorgerufen werden, der zur Folge hat, daB ein fur den Organismus wichtiges Protein nicht oder nicht in ausreichender 
Menge zur Verfugung steht. In derartigen Fallen hat bisher nur die Moglichkeit bestanden, dem Patienten das fehlende 
Protein von aufien zuzufuhren. Eine derartige Substitutionstherapie ist jedoch aufwendig und mil einer Reihe von Nach- 
teilen verbunden. Deshalb wird seiteinigen Jahren verstarkt nach Moglichkeiten gesucht, mittels einer somatischen Gen- 

10 therapie eine verbesserte Behandlungsmethode einzufuhren, mit der durch eine einmaligc Applikation odcr durch wic- 
derholte Applikationen in groBeren zeitabstanden (mehrere Wochen bis Jahre) dauerhaft eine ausreichende Bildung des 
fehlenden Proteins gesichert wird. 

Verschiedene Gentransfersysteme sind in den letzten Jahren entwickell worden, mil denen sich viele Hoffhungen auf 
ihre Anwendung zum Zwecke der somatischen Gentherapie verbinden. Eines der vielversprechendsten Systeme sind die 

15 sog. replikationsdefekten, adenoviralen Vektoren, die nicht nur ex vivo, sondcrn auch in vivo im intaktcn Gcsamtorga- 
nismus eine sehr hohe Gentransfereffizienz gewahrleisten, wie sie mit keinem anderen derzeit verfugbaren System er- 
reicht werden kann. Ein solches Vektorsystem ist in der Europaischen Patentanmeldung 0 808 905 hereits beschrieben. 

In dieses spezielle Vektorsystem kann allerdings weder die Wildtyp Faktor VIII-cDNA noch eine verkurzte Faklor 
Vm-cDNA, die fiir ein biologisch aktives Faktor VTH-Derivat kodiert, eingebaut werden, da sie zu groB sind. 

20 Aus der internationalen Patentanmeldung WO 96/33280 ist jedoch schon ein adenovirals Hclfervirussystcm bekannt, 
das bis zu 36 kB einer heterologen DNA in einen nicht mehr replikationsfahigen adenoviralen Vektor aufnehmen kann. 
Dieses System besteht aus einem adenoviralen Vektorkonstrukt, eincm odcr mehrercn Hclfervircn und cincr Hclfcrzclli- 
nie. Das Vektorkonstrukt kann vervielfaltigt und ein Virionpartikel in der Helferzellinie verpackt werden, wenn es zu- 
sammen mit einem Helfervirus verabreicht wird, das ein defektes Verpackungssignal enthalt. Es stellte sich deshalb die 

25 Aufgabe, ein derartiges adenovirales Transfersystem so zu modifizieren und zu verbessern, daB es in der somatischen 
Gentherapie zum Transfer fur therapeutisch einsetzbare Gene verwendet werden kann. 

Es sind bereits verschiedene adenovirale Vekloren bekannl aus den Veroffenllichungen von Fischer, K. J. et al., Viro- 
logy 217, 1996, 11-22 und von Alemany, R. et al., J. Virol. Methods 68, 1997, 147-59 sowie aus den internationalen Pa- 
tentanmeldungen WO 96/40955 und WO 97/32481. In diesen Vcroffentlichungcn werden zum Tcil auch Vcktorcn bc- 

30 schrieben, die flankierende Schnittstellen von Restriktionsendonukleasen aufweisen, wodurch ein Ausschneiden des 
adenoviralen Anteils des Transfervektors moglich ist. Als flankierende Restriktionsstellen werden zum Beispiel in der 
vorslehend genannten Veroffentlichung von Alemany Eco RI und Nhel-sites genannt, die jedoch fiir adenovirale Trans- 
fervektoren entscheidende Nachteile haben, weil sie eine relativ kurze Erkennungssequenz aufweisen, wodurch die Ge- 
fahr einer Zerstiickelung der in den Transfervektor eingefuglen DNA besteht. 

35 Gegenstand der Erfindung ist deshalb ein adenoviraler Transfervektor fur den Gentransport einer DNA-Sequenz, der 
aus einem adenoviralen Plasmid hergcstellt ist, das kcine natiirlichen adenoviralen Protcine mehr cxprimiert und 



a) eine erste DNA-Sequenz mit der linken terminalen invertierten Sequenzwiederholung (ITR) und einem Verpak- 
kungssignal des Wilddtyp Adenovirus (Serotyp 5) und 
40 b) eine zweite DNA-Sequenz mit der rechten terminalen invertierten Sequenzwiederholung (TTR) des Wildtyp 

Adenovirus (Serolyp 5) sowie 

c) Schnittstellen fur Restriktionsendonukleasen enthalt, die in den zwischen den adenoviralen DNA-Sequenzen 
einzubauenden Markergcnen und/oder therapeutischen Gcncn nicht vorkommcn, wobci 

d) die ITRs von Schnittstellen der Restriktionsendonukiease Fsel eingeschlossen sind, wodurch ein Ausschneiden 
45 des adenoviralen Anteils des Transfervektors moglich ist. 

Das in Fig. 1 dargestellte Plasmid pAd5min ist ein Beispiel fiir einen derartigen adenoviralen Transfervektor. Darge- 
stellt sind die Sequenzen des Plasmids pUC19, an die iibcr die Schniltstclle FscI zunachsl die linke Leniiinale invertierte 
Sequenzwiederholung und ein Verpackungssignal (ITR und Verpackungssignal = Ad5-LE) mit den Basenpaaren 1 bis 

50 mindestens 358 des Wildtyp Adenovirus (Serotyp 5) angefugt ist. Dann folgcn die Schnittstellen Pad, AscI und Clal, die 
mit der DNA-Sequenz der rechten terminalen invertierten Sequenzwiederholung (U K = Ad5-RE) bestehend aus den Ba- 
senpaaren 35.705 bis 35.935 verbunden ist. AnschlieBend ist erneut eine Fsel-Schnittstelle eingefugt. Dieses Plasmid- 
Konstrukt erlaubt das Ausschneiden des Ad5-Anteil mittels des Enzyms Fsel. Die entstandene lineare DNA enthalt die 
gleichen Enden wie der lineare Adenovirus- Wildtyp, verlangert auf jeder Seite urn eine Base Cytosin. 

55 Dieser Vektor wurde so konslruiert, daB der Einbau von Markergenen zum Beispiel fiir das Green Fluorescent Protein 
(GFP) oder von therapeutischen Genen wie denen fiir Faktor VHI oder Faktor IX oder zum Beispiel immunmodulieren- 
den Adenovirus-Genen der E3-Region leicht moglicht ist. Die Rcstriktionscndconuklcascn Pad, AscI und FscI besitzen 
individuelle Schnittstellen, die jeweils 8 bp lang sind und daher nur sehr selten schneiden. Die Schnittwahrscheinlichkeit 
betragt 1. 4 8 , d. h. sie schneiden durchschnittlich nur alle 65,000 bp einmal. Damit erlauben die Pad- und Ascl-Schnitt- 

60 stellen das Einfugen unterschiedlichster Gene, da diese nicht von den Restriktionsendeonukleasen geschnillen werden. 
Clal schneidet zwar haufiger, zeichnet sich aber dadurch aus, daB es im Adenovirus nur einmal schneidet. Pad hat den 
Vorteil, daB es zur Klonicrung des Markergcns GFP gut gecignct ist, wahrend AscI und Clal das wiedcrholte Aneinan- 
derreihen verschiedener Gene iiber die gleichen Schnittstellen ermoglichen. Die Ascl-Schnittstelle erlaubt die Klonie- 
rung eines DNA-Fragmcnts an diese Schnittstcllc, wenn das DNA-Fragmcnt in der 5-Position cine Mlul und in der 3'- 

65 Position eine Ascl-Schnittstelle besitzt, wobei wiederum eine Ascl-Schnittstelle entsteht. Ahnlich kann an die Clal- 
Schnittstelle kloniert werden. Das seltene Vorkommen von Fsel-Schnittstellen in der DNA ermbglicht das Ausschneiden 
des Adenovirus-Anteils zusammen mit den eingefugten Genen aus dem Gesamtplasmid. 

In einen derartigen adenoviralen Transfervektor konncn zwischen die bciden adenoviralen Enden Exprcssionskassct- 
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ten mit bis zu etwa 35 kb DNA insertiert werden. Damit kann beispielswcisc die komplettc oder auch cine vcrkiirzte 
cDNA-Sequenz des Faktor Vm und ggf. weitere Expressionskassetten mit immunmodulierenden und/oder DNA-stabi- 
lisierenden Genen in das Viruskonstrukt eingebaut werden. 

In Fig. 2 ist ein Beispiel fur einen erfindungsgemaBen Transfervektor gezeigt, in dem an die Pacl-Schnittstelle eine 
Expressionskassette angefugt ist, die aus dem Cytomegalovirus (CMV)-Promotor dem GFP und der Bovine Growth 5 
Hormone (BGH)-polyA-DNA besteht. Aus diesem als pGAd5rnin bezeichneten Plasmidkonstrukt kann aufgrund des 
seltenen Vorkommens der Pacl-Schnittstelle das GFP-Gen zu spateren Zeitpunkten, auch noch nach der Klonierung an- 
derer Gene, herausgeschnitten werden. 

Fur die Herstellung von rekombinanten Vtren ist eine gleichzeitige Transfektion miltels einer (HEK-293)-Zelli nie und 
mit einem derartigen adenoviralen Transfervektor (zum Beispiel dem pGAd5min) und eincm Hclfcrvirus odcr cincm 10 
Helferplasmid notwendig. Der Transfervektor pAd5min und seine Derivate exprimieren keine adenoviralen Proteine, so- 
fern diese nicht nachtraglich insertiert sind. Deshalb miissen die fur die Synthese von Adenoviren notwendigen Proteine 
in trans zur Verfugung gestellt werden. Dafur wird vorzugsweise das Wi Id typ- Virus verwendet. Nach Prod ukt ion der Vi- 
ren in Zellkultur miissen sie aufgereinigt und iiber einen Casiumchlorid-Gradienten getrennt werden. 

Der vorstehende genannte leere Transfervektor ist zum Beispiel fur den Einbau einer cDNA, die fur cin Polypeptid mit 15 
den Aminosauren 1 bis 852 und 1.524 bis 2.332 des humanen Faktor VTTI sehr geeignet. 

Die zur Herstellung dieses Faktor VUI-Peptids erforderliche cDNA-Sequenz wurde aus der cDNA des kompletten 
Faktor VDI (ATCC 39812 - pSP64-VEI) durch Klonierung in pBluescript II KS-Phagemid (Stratagene) unler Verwen- 
dung des Restriktionsenzyms Sal I gewonnen. Das dabei entstehende pKS-FVUI wurde mit dem Restriktionsenzym Eco 
NI (New England Biolabs) gespalten und dabei der fur die Aminosauren 853 bis 1.523 kodicrendc DNA-Abschnitt cnt- 20 
femt. AnschlieSend wurden die nicht komplementaren DNA-Enden mit der im Beispiel 1 beschriebenen Oligonukleotid- 
Linker Sequenz verkniipft. Der korrekte Einbau des Linker-Fragments wurde iibcr Sequcnzicrung vcrifizicrt. Die so hcr- 
gestellte cDNA fur den verkurzten Faktor VTQ wurde anschlieBend in den Expressionsplasmiden pCI-neo(Promega) un- 
ter Verwendung von Sail Restriktionsstellen eingefugt. Die Expression erfolgte in Chinese Hamster Ovary (CHO), Mon- 
key Kidney (COS) und Human Embryonal Kidney (HEK-293)-Zellinien. 25 

Zum Vergleich wurden auch die cDNA des Wildtyp Faktor VEI-Gens in den gleichen Expressionssystemen einge- 
setzt. 

Fur das verkiirzte Faktor VHI-Polypeptid konnte nachgewiesen werden, daB es die gleiche biologische Aktivitat auf- 
weist wie der Wildtyp Faktor VHI. Dabei wurden unterschiedlich hohc Expression sratcn in den verschicdcncn Exprcssi- 
onsmedien beobachtet, die allerdings in den meisten Fallen erheblich hoher lagen als die Expressionsrate des Wildtyp 30 
Faktor VEI. AuBerdem konnte gezeigt werden, daB das verkiirzte Faktor VITI-Polypeptid eine erhohte Stabilitat aufweist 
und sich im Expression smedium anreichern laBt, was auf eine erheblich geringere Empfindlichkeit des verkurzten Faktor 
Vm gegeniiber proteolytischem Abbau hinweist. Dies ist ein deutlicher Unterschied zu dem Wildtyp Faktor VEQ, bei 
dem im Expressionsmedium durch proteolytischen Abbau erhebliche Verluste beobachtet werden. Die Entfemung der B- 
Domane des Faktor VHE-Molekiils, deren biologische Funktion bisher nicht geklart werden konnte, erhoht also nicht nur 35 
die Ausbeute, sondern scheint auch die Stabilitat des verkurzten Faktor VTII-Derivats gegeniiber Protcasen zu crhohen. 

Die vorstehend genannten Eigenschaften des verkurzten Faktor VDI-Polypeptids sind empfehlenswerte Voraussetzun- 
gen fur den Einbau einer cDNA in einen erfindungsgemaBen Transfervektor, der zu somatischen Gentherapie eingesetzt 
werden kann. Dabei ist anzustreben, die cDNA fur den modifizierten Faktor Vm in die Leber, den physiologischen Syn- 
theseort des Faktor Vm, einzubringen. Aus der Veroffentlichung in J. Biol, Chem. 265, Seite 7318 ff(l990) ist die Ex- 40 
pression eines funklionsfahigen Faktor VDI in Fibroblasten der menschlichen Haut schon bekannt, wobei der Gentrans- 
fer mit einem retroviralen Vektorsystem durchgefiihrt wurde. Zur Einbringung des Faktor VIII-Gens in die Leber ist die- 
ses Vektorsystem jedoch nicht geeignet. Dagegcn ist der oben erwahntc adenovirale Vcktor fiir den Gcntransfcr in die Le- 
ber ideal. Durch die Verwendung eines auf diese Weise modulierten Adenovirus und die Verwendung dieses Vektors zum 
Gentransfer unter gleichzei tiger transienter Anti-CD4-Behandlung des Empfangerorganismus konnte die Expression der 45 
Faktor VHI-CDNA auf einem hohen Niveau iiber einen langen Zeitraum stabilisiert werden. Die Anli-CD4-Behandlung 
wird vorzugsweise mit geeigneten monoklonalen Antikorpern gegen CD4-Antigene durchgefiihrt, die sich zeitlich mit 
der Applikation des adenoviralen Vektors fiir den Gentransfer iiberlappt. Das wesentiiche Element dieses Transfersy- 
stems ist die Kombination des E3-positiven Vektors mit der Anti-CD4-Strategie zur Verbesserung des hepatischen Gen- 
trans fcrs. 50 

Die Erfindung wird durch die folgenden Ausfiihrungsbeispiele naher erlautert: 

Beispiel 1 - Herstellung einer verkurzten cDNA fiir den Faktor VHI 

Die aus dem Stamm ATCC 39812 - pSP64 - VHI gewonnene cDNA fur den Faktor VEI wurde in pBluescript II KS- 55 
Phagemid (Stratagene) unter Verwendung der Sail Restriktionsstellen kloniert. Das dabei entstehende Plasmid PKS- 
FVHt wurde mit Eco NI (New England Biolabs) geschnitten und die nicht komplementaren Endcn durch Einfugung von 
elf Basenpaare umfassenden Oligonukleotid-Bindestiicken miteinander verbunden. Hierfur wurden folgende Ohgonu- 
kleotide verwendet: 

SEQ ID No. 1: 5 ' G TCA GGC CTC C 3 ' 60 

SEQ ID No, 2; v AG GAG GCC TGA v 

Der korrekte Einbau der Verbindungsstiicke wurde durch cine automatischc Fluorcszcnz-Scqucnzanalysc nachgewie- 
sen (Applied Biosystem 373 A). Die entstandene verkiirzte cDNA (5,2 kb) kodiert fur ein verkiirztes Faktor VTII-Protein, 65 
in dem die Aminosaure 852 mit der Aminosaure 1524 verbunden ist. 
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Beispiel 2 - Expressionssysteme 

Die Wildtyp und die verkiirzte Faktor VIH-cDNA wurden in das Expressionsplasmid pCI-neo (Promega) unter Ver- 
wendung der Sall-Restriktionsstellen kloniert. Fur die Expression wurden CHO-, COS- und HEK-293-Zellinien verwen- 
5 del. Das Zellmedium bestand aus 10% fetalem Kalberserum (BioWhitaker), 1% Peniciliin-Streptomycinlosung 
(BioWhitaker) und Hams F12 (Gibco) fur CHOZellen oder Dulbeccos Modified Eagle Medium (Gibco) fur HEK-293- 
und COS-Zellinien. 

Die Transfeklion wurde auf sechs Mikrotiterplatten (Nunc) bei einer Zelidichie von etwa 70% durchgefuhrt. In jeder 
Vertiefung der Mikroiiterplatte wurden 15 ul Lipofectamin-Reagenz (Gibco), 1,5 ug endotoxinfreie Plasmid DNA (ge- 
10 reinigt mit dem Quiagen Plasmid Kit, Endo free maxi) und 1 ml serum- reduzicrtes Medium (OptiMEM, Gibco) gc- 
mischt. Nach einer Inkubation von 30 Minuten wurde die Transfektionsmischung zu den Zellen gegeben und dann bis zu 
24 Stunden inkubiert. Die Transfektion wurde dann beendet, indem die Mischung gesammelt und die Zellen sofort mit 
Normalmedium inkubiert wurden. 

15 Beispiel 3 - Antigenbestimmung des Faktor Vm 

Die Antigenbestimmung wurde mit einem hochempfindlichen Faktor VHI-ELISA durchgefuhrt. Bei diesem Sand- 
wich-ELISA wurden die Platten mit einem monoklonalen anti-human-Faktor VHI-Antikorper (ESH5, American Dia- 
gnostica) beschichtet. Der gebundene Faktor Vffl wurde mit einem polyklonalen Schaf-antihuman-Faktor VHI-Antikor- 
20 per (Cedarlane) und einem polyklonalen, Peroxidase-gekoppelten, anti-Schaf IgG-Antikorper vom Escl (Jackson Imm- 
unoResearch Laboratories) nachgewiesen. Gesammeltes Plasma von normalen Individuen wurde als Standard benutzt. 

Die Faktor VIII-Aktivitat wurde durch einen chromogenen Assay (DADE® Faktor VHI-Chromogcn, Baxter) gcmcs- 
sen und sowohl ein einstufiger Assay basierend auf natiirlichem, Faktor VTH-freien Plasma als auch ein einstufiger As- 
say, basierend auf einem durch Immunadsorpdon Faktor VM-freien Plasma (Immuno) eingesetzt. 

25 

Beispiel 4 - Konstruktion eines komplett deletierten adenoviralen Transfervektors 

231 bp des 3'-Endes, bezogen auf den 1-Strang des Wildtyp- Adenovirus (Serotyp 5) wurden durch PGR vervielfaltigt, 
wobei die Primer Primer Ad5-RE-A und Ad5-RE-B mit folgenden Basensequenzen eingesetzt wurden: 

30 

Basensequenz des Primers Ad5-RE-A (= SEQ ID No. 3): 

5 ' TTG GCG CGC CAT CGA TGC CCA GAA ACG AAA GCC AAA AAA CCC 3 ' 
35 Basensequenz des Primers Ad5-RE-B (= SEQ ID No. 4): 

5 ' CCC AAG CTT GGC CGG CCA TCA TCA ATA ATA TAC CTT ATT TTG G 3 ' 

Dadurch wurde an das PCR-Produkt in der 5-Position eine AscI- und eine Clal-Restriktionsendonukleasen-Schnitt- 
40 stelle und in der 3'-Position eine Fsel- und eine Hind m-Schnittstelle angehangt. tlber die AscI- und die Hind IH-Schnitt- 
stellen konnte das PCR-Produkt in das Plasmid pNEBl93 (New England Biolabs) kloniert werden. Das entstandene 
Plasmid wurde pUCRE genannt. 

Analog wurden 436 bp des Adenovirus 5'-Endes mit den Primern Ad5-LE-A2 und Ad5-LE-B2 amplifiziert. 
Basensequenz des Primers Ad5-LE-A2 (= SEQ ID No. 5): 

45 

GGG ACG TCG GCC GGC CAT CAT CAA TAA TAT ACC TTA TTT TGG 3 ' 
Basensequenz des Primers Ad5-LE-B2 (= SEQ ID No. 6): 
so 5 ' TTG ACG TCG GCG CGC CTT AAT TAA CGC CAA CTT TGA CCC GGA ACG C r 

Mittels der angehangten Schnittstellen fur die Enzyme AatH und Fsel am 5'-Ende, sowie Pad und AscI am 3'-Ende 
konnte dieses PCR-Produkt in pUCRE iiber AatH und AscI kloniert werden. 

Dabei entstand das in Fig. 1 dargestellte Plasmid. Dieses Plasmid- Konstrukt erlaubt das Ausschneiden des Ad5-An- 
55 teils mittels des Enzyms Fsel. Die entstandene lineare DNA enthalt die gleichen Enden wie der lineare Adenovirus- Wild- 
typ, verlangert auf jeder Seite urn eine Base Cytosin. 

Beispiel 5 - Einbau einer Expressionskassette in das Plasmid pAd5min 

60 Die DNA fur das Green Fluorescent Protein (GFP) wurde aus pEGFP-Nl (Clontech) uber BamHI- und Xbal-Schnitl- 
stellen in pABS.4 (Microbix) kloniert. Der Promotor und das polyA-Signal wurden aus pRc/CMV (Invitrogen) iiber die 
Schnittstellen ApoI/EcoRI und Kpnl bzw, Xbal und Xhol/Sall in das obigc Konstrukt kloniert. Das Plasmid wurde 
pAGFP/CB genannt. GFP samt Expressionskassette und Kanamycin-Resistenz konnten aus diesem Plasmid mittels der 
Pacl-Schnittstellcn isolicrt und in pAdSmin kloniert werden. AnschlicBcnd konnte die Rcsistenz iiber Swal-SchnitLstcl- 

65 len aus dem Plasmid entfernt werden. Dieses Plasmidkonstrukt wurde pGAd5min genannt. Aufgrund des seltenen \for- 
kommens der Pacl-Schnittstelle kann das GFP-Gen zu spateren Zeitpunkten und nach Klonierung anderer Ciene immer 
aus dem Plasmid herausgeschnitten werden. 
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Patentanspriiche 

1. Adenoviraler Transfervektor fiir den Gentransporl einer DNA-Sequenz, dadurch gekennzeichnet, dass er aus 
einem adenoviralen Plasmid hergestellt ist, das keine naturlichen adenoviralen Proteine mehr exprimiert und 

a) eine erste DNA-Sequenz mil der linken terminalen inverlierten Sequenzwiederholung (TTR) und einem 
Verpackungssignal des Wildtyp Adenovirus (Serotyp 5), 

b) eine zweite DNA-Sequenz mit der rechten terminalen inverlierten Sequenzwiederholung (ITR) des Wild- 
typ Adenovirus (Serotyp 5) sowie 

c) Schnittstellen fiir Restriktionsendonukleasen enthalt, die in den zwischen den adenoviralen DNA-Sequen- 
zen einzubauenden Markergenen und/oder therapeutischen Genen nicht vorkommcn und 

d) die ITRs von Schnittstellen der Restriktionsendonuklease Fsel eingeschlossen sind, wodurch ein Aus- 
schneiden des adenoviralen Anteiles des Transfervektors moglich ist. 

2. Transfervektor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die erste DNA-Sequenz die Basenpaare 1 bis 
mindestens 358 und die zweite DNA die Basenpaare 35705-35935, wenigstens jedoch die Basenpaare 35833 bis 
35935 des Wildtyp Adenovirus (Serotyp 5) aufweist. 

3. Transfervektor nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass er jeweils eine Schnittstelle fiir die Restriktions- 
endonukleasen Clal und/oder AscI enthalt, wodurch das wiederholte Aneinanderreihen gleicher oder verschiedener 
cDNA-Sequenzen an der gleichen Schnittstelle moglich ist. 

4. Transfervektor nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass er eine Expressionskassette mit der kompletten 
oder einer verkiirzten, fur die Aminosauren 1-852 und 1524-2332 codierenden cDNA-Sequcnz des humanen Fak- 
tors Vm und gegebenenfalls weitere Expressionskassetten mit immunmodulierenden und/oder DNA-stabilisieren- 
den Genen enthalt. 

5. Transfervektor nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass er zusatzlich ein oder mehrere Markergene ent- 
halt, die zur Entfernung aus dem Vektor von geeigneten Schnittstellen umgeben sind. 

6. Transfervektor nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass er mit Hilfe eines adenoviralen Helfervirus oder 
Helferplasmids und einer Helferzellinie konstruiert worden ist. 

7. Verwendung eines Transfervektors nach den Anspriichen 1 bis 6 zur Herstellung eines fur die somatische Gen- 
therapie einsetzbaren Arzneimittels. 
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Anmelder : 
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Tel.: 06421-39-2069 
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Bezeichnung der Erfindung: 



B-Domanen-verkiirzte Faktor 
VIII-cDNA und ein diese cDNA 
enthaltender Trans fervektor 
zum Einsatz in der Gentherapie 



Anzahl der Sequenzen : 



Zustellanschrif t : 



Centeon Pharma GmbH 
P.O.Box 1230 
D-35002 Marburg 
Bundesrepublik Deutschland 



Computerlesbare Fassung : 



Datentrager 
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Operating System 
Software 



Diskette 

IBM PC compatible 
PC-DOS/MS-DOS 
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Art 
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11 Basenpaare 
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Einzelstrang 
linear 
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Linker 



Sequenzbeschreibung : 



5 ' G TCA GGC CTC C 3 ' 



Angaben zur SEQ ID NO. 2: 



Lange 
Art 

Strangform 
Topologie 
Herkunf t 
Merkmal 



11 Basenpaare 
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linear 

Chemische Synthese 
Linker 



Sequenzbeschreibung : 



3 ' AG GAG GCC TGA 3 ' 



Angaben zur SEQ ID NO. 3 
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Art 

Strangform 
Topologie 
Herkunf t 
Merkmal 



42 Basenpaare 
Oligonucleotid 
Einzelstrang 
linear 

Chemische Synthese 
Primer 
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5 ' TTG GCG CGC CAT CGA TGC CCA 

Angaben zur SEQ ID NO. 4: 

Lange : 
Art 

Strangform : 

Topologie : 
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Merkmal : 

Sequenzbeschreibung : 

5 ' CCC AAG CTT GGC CGG CCA TCA 



Angaben zur SEQ ID NO. 5: 

Lange : 

Art : 

Strangform : 

Topologie : 

Herkunft : 

Merkmal : 

Sequenzbeschreibung : 

5 ' GGG ACG TCG GCC GGC CAT CAT 



Angaben zur SEQ ID NO, 6: 

Lange : 
Art : 



GAA ACG AAA GCC AAA AAA CCC 3 ' 



43 Basenpaare 
Oligonucleotid 
Einzelstrang 
linear 

Chemische Synthese 
Primer 



TCA ATA ATA TAC CTT ATT TTG G 3 ' 



42 Basenpaare 
Oligonucleotid 
Einzelstrang 
linear 

Chemische Synthese 
Primer 



CAA TAA TAT ACC TTA TTT TGG 3 ' 



4 6 Basenpaare 
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